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第 1章 序論 










従来、重金属イオンの分析において、原子吸光分析(Atomic Absorption Spectrometry: AAS) [1]、誘導結合































































図 1-1 イオンの系統分離 
重金属 (ppb) WHO 日本 
カドミウム (Cd) 3 3 
鉛 (Pb) 10 10 
クロム (Cr) 50 50 
水銀 (Hg) 6 5 
銅 (Cu) 2000 1000 
亜鉛 (Zn) ※ 1000 




1-3-2 原子吸光分析法 (Atomic Absorption Spectrometry: AAS)、および誘導結合プラズマ法(Inductively 
Coupled Plasma: ICP)による分析 
 













図 1-2 原子吸光分析と誘導結合プラズマ発光分析の関係 
 
 
1-3-3蛍光 X 線分析 (Fluorescent X-ray analysis) 
 
蛍光 X線分析は、照射した X 線が原子の内殻電子を外殻に叩きだし、空孔に外殻電子に戻る際に、
余ったエネルギーが光エネルギーとして発散される蛍光 X 線を利用する方法である[7]。蛍光 X線は、
元素固有エネルギーを有するため定性できる。蛍光 X 線も ICP 発光分析同様、試料中の元素を励起さ

















図 1-3  Cr [9], Cu, Fe, Ni[10] [11]の比色分析 
 
 
1-3-5電気化学分析 (アノーディックストリッピングボルタンメトリー: ASV法) 
 
ボルタンメトリーとは電極の電位を変化させ流れる電流を測定する方法の総称である。ボルタンメト
リーの 1つであるサイクリックボルタンメトリー法 (Cyclic Voltammetry: CV 法)は、化合物やイオンの
酸化還元特性を知るための電気化学測定として用いられるが、溶液中の電気化学活性種が直接電極に


























が電極内に拡散する時間が小さくなるため、HMDE での ASV に比べて感度が高くなると報告されてい













金(Au) [16] 、銀(Ag) [17] 、ビスマス(Bi) [18] などの固体電極が水銀電極の代替電極として ASV 法の電極
として検討されてきており、一部は実用化されている。図 1-4 に示すようにカーボン電極は、水素過電
圧が大きいため、還元側に広い電位窓を有し析出電位の異なる様々な重金属の析出に適している。化学





















て、ASV 分析することで、かなりの信号増幅を行うことができる。たとえば、J. Wang らは、硫化カド
ミウムのナノ粒子を DNA に標識し、カドミウムイオンに由来する酸化電流を計測することで、ターゲ
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2-1 はじめに  
 
重金属イオンは、世界中の至る所で、その危険性が指摘されている。とりわけ、毒性の高い Cd2+ や
Pb2+の分析は極めて重要であり、WHO の飲料水質ガイドラインでは、Cd2+については 3 ppb、Pb2+に









2-2 グラファイト型カーボン電極 (sp2) 
カーボンはグラファイト型(sp2 カーボン)とダイヤモンド型のカーボン(sp3 カーボン)に分類できる。従
来の sp2カーボン材料の中で、カーボンペースト、高配向熱分解黒鉛(Highly Oriented Pyrolytic Graphite : 






























2-3 ダイヤモンド電極 (sp3型電極) 
 
ボロンドープダイヤモンド (Boron Doping Diamond: BDD) 電極は、Swainら、Fujishima、Einagaら、
Compton らのグループにより電気化学的測定用の電極として、環境物質の測定や、バイオセンシング
















2-4-1ダイヤモンドライクカーボン (Diamond Like Carbon: DLC) 
 
DLC は、図 2-3-1に示すようにダイヤモンドとグラファイトの両方の結合を併せ持つ炭素を主成分と





複合した DLC は、高硬度、低摩擦係数、化学的不活性、耐食性を示すため、主に CD の保護膜として使
用されている。電気伝導性は、sp3結合が増えるにしたがって低下するが、逆に DLC 中の sp2結合を多
く複合させるに従い電気伝導性を示すため、電気化学分析の電極として使用されてきている。以下に分
析電極して使用されている DLC について紹介する。 
 
 
















Hirono らは、電子サイクロトン共鳴 (Electron cyclotron resonance: ECR) スパッタ法により作製したカ
ーボン薄膜 (ECR ナノカーボン薄膜) を報告している。図 2-4 に ECR スパッタ装置の模式図を示す[16]。  




ると、原子レベルで平坦なカーボン薄膜の製膜が可能である。X 線電子分光法 (X-ray Photoelectron 
spectroscopy: XPS) を用いた方法で sp2/sp3結合比を確認した。図 2-5に示すように ECR ナノカーボン薄
膜は、sp2結合と sp3結合が複合している。また、図 2-6に ECR ナノカーボン薄膜と、一般的に sp3結合
































図 2-6 (A) ECR ナノカーボン薄膜と(B) DLC 膜の TEM像(Scale bar = 5 nm) [17] 

























図 2-7 UBMスパッタ装置の概略図 
 
  
























結合が複合した ECR カーボン薄膜が開発され、ASV 法に適用した結果、従来電極である GC 電極より
も 1桁低い Cd2+の検出下限に成功している[20]。 このカーボン電極の sp2:sp3結合は、60:40であり、
金属の還元 sp2結合をより複合させる事で、感度が向上し、より低濃度の分析が可能になると期待し
た。しかし、sp2と sp3結合が複合したカーボン薄膜において sp2 結合と sp3結合の比率が ASVにおい
て、どのように影響するかの研究例は今までに無く、実際に検証する必要がある。 
本研究では、ECR 法よりも安価で成膜効率の良い UBMスパッタ法を用いて、sp3と sp2の複合比率
を変えたナノカーボン材料を作製し、重金属の ASV 測定を行った。まず、測定溶液の最適化を錯形成
安定度定数と水素過電圧の観点から行った後、sp2 結合と sp3結合が ASV においてどのように影響す





表 2-1様々な電極におけるカドミウムイオンの ASV 測定の 
感度、BG電流、及び検出下限 
 
Electrode sp2 : sp3 Signal current Background current Detection limit 
A cm-2 (g L-1)-1 A cm-2 g L-1 
Graphite[22] 100 : 0 11.0 663.4 10 
Carbon nanotube[23] 100 : 0 0.8 198.1 1.1 
Glassy carbon[20, 24],[25] 100 : 0 2.7 160 5 
ECR- nanocarbon[20] 60 : 40 1.0 5.3 0.3 
UBM- nanocarbon[25] 50 : 50 0.47 20 0.5 
DLC (Pure) [26] - 28 350 - 
DLC (N-dope)[27] - - about 12 - 
BDD (Renault)[28] 0 : 100 0.0042 0.012 0.05 












し、超純水製造装置 (Millipore製) から得た超純水を用いて調製した。 
 
・1.00 mg/ml カドミウム (原子吸光用、ナカライテスク製) 
・0.100 mg/mlの鉛 (原子吸光用、ナカライテスク製) 














(結晶軸: 100、厚さ 400 m、低効率: <0.02 Ωcm-2)上に薄膜 40 nmで堆積した。スパッタ装置内のアルゴ
ン圧力は 6.0×10-1 Paで成膜し、バイアス電圧基板をそれぞれ 20, 75, 100 V に変えた UBM ナノカーボ
ン薄膜を作製した。UBMナノカーボン薄膜と GC電極の sp3/(sp2+sp3)は、XPS ( Kratos Axis Ultra 製) の
284.5 eV (sp2) and 285.5 eV (sp3)のピーク面積から決定した。図 2-8に XPSの解析データを示す。これら
の UBMナノカーボン電極は UBM(80: 20)、UBM (64: 36)及び UBM (50: 50)と以後記述し、括弧内の数
字は sp2: sp3を示す。 
 
 
図 2-8 様々な UBM ナノカーボン薄膜とグラッシーカーボン電極の XPS データ 








2-6-2で作製したUBMナノカーボン薄膜は、横: 約3 mm、縦: 約10 mm にダイヤモンドカッターで切
断し、その上に、直径2 mmの穴の開いた絶縁テープを張り円盤状電極として使用した。(0.0314 cm-2) 























その結果、微分パルスボルタンメトリ法と同程度の検出下限を実現できる。検出下限は 1×10-8 M ～
















































sp3成分の増加によって電気抵抗が高くなる事は確認しており、sp3含有率が 56%を超えると iR ドロッ
プ等の影響が認められ、抵抗が大きくなり電極として使用できなかった。それゆえ、sp3結合が 20%～
50%の UBMナノカーボン薄膜を使用して ASV 測定を行った。また、UBMスパッタ装置では、sp3結





























図 2-12  サイクリックボルタモグラム 
























GC 0.00249 66 0.00254 73 
UBM (80:20) 0.00209 70 0.00200 93 
UBM (64:36) 0.00207 68 0.00083 240 
UBM (50:50) 0.00207 75 0.00043 417 











表 2-3 様々な UBMナノカーボン薄膜と GCの sp3/(sp2+sp3)、O/C比 
Carbon electrode a sp3/(sp2+sp3) O/C ratio b 
GC 0 0.09 
UBM-20 0.20 0.03 
UBM-75 0.36 0.03 
UBM-100 0.50 0.02 
UBMの後の数字は作製時のイオンの加速電圧を示す 























まずは、Cd と Pb の測定溶液の最適化を、錯形成安定度定数と水素過電圧から検討した。図 2-14 (A)は、









図 2-14 (B)は、Pb2+イオンの繰り返し測定の結果を示す。Pb2+の場合も、EDTA(pH 5.0)とクエン酸緩
衝液(pH 5.0)溶液では、酸化電流を検出ができなかった。また酢酸緩衝液(pH 5.0)においてはわずかにし
か酸化電流を検出できなかった。酢酸、クエン酸、EDTAと Pb2+との K値は、それぞれ、K= 4.0、
5.0、18.3である。これらの Pb2+錯体の K値は Cd2+酢酸錯体よりも大きいため、電極と錯体間の電子授
受反応が比較的起こりにくいと考えた。そこで錯体の安定性を下げるために、測定溶液の pH を 2.0ま
で下げた(クエン酸緩衝液)。図 2-14(B)に示すとおり、酢酸緩衝液(pH5.0)の場合と比較して、クエン酸
(pH 2.0)緩衝液を使用すると約 30 倍高い電流値を検出できた。しかしながら、クエン酸緩衝液(pH 2.0)
では Cd2+の電流値がほとんど得られなかった。図 2-15に示すように Cd2+と Pb2+の酸化電位は、それぞ
れ-0.74 V、-0.52 V(vs. Ag/AgCl)であり、それぞれの溶液での水素過電圧と金属の還元電位を考慮して還


















図 2-14 様々な測定溶液における 1000 ppbの電流値と繰り返し性、Cd2+、(B) Pb2+、×EDTA (pH 5.0)、 


















UBM (50:50)電極を用いて、図 2-10-2における ASVの 3点について測定条件の最適化を行った。還元
電位、スキャン速度、堆積時間の最適化を行った。図 2-17-1 (A)と(B) に、1000 ppbの Cd2+ 酢酸(pH 5.0) 
(A)と Pb2+クエン酸 (pH 2.0) (B) 条件下における、堆積電位と ASV 測定における酸化電流値の関係を示
す。Cd2+も Pb2+も-1.0 V (vs. Ag/AgCl)よりも低い電位から酸化電流値が大きくなり、-1.3 V で最大値を示
した。堆積電位を-1.3 V以上印加すると電極表面に気泡が覆い電流値が徐々に減少した。それゆえ、Cd2+
と Pb2+堆積電位を-1.3 V にした。次に ASV 測定における SWV 測定におけるスキャン速度(電位増加分





700 mV s-1付近で、シグナル/ノイズ比 (signal to noise: S/N) の最大値を得た。それ以上の速度になる
と、ノイズ電流の増加とピークの形状の歪みが生じた。それゆえ、Cd2+及びPb2+の測定条件は、それぞ





それぞれ、Cd : -1.3V (vs. Ag/AgCl)、240 s、振幅0.025 V、周波数50 Hz, 電位増加分8 mV、0.1M 酢酸緩















図 2-17-1 堆積電位と ASV の酸化電流の関係 







図 2-17-2 UBM (50:50)を用いたスキャン速度に対するシグナルとノイズ電流の関係 












2-7-4 Cd2+と Pb2+の検量線  
測定条件の最適化の後に、本題である sp2/sp3が複合したカーボン薄膜における、sp2/sp3比の ASV に
及ぼす影響を検討した。電極中の sp2/sp3比がどのように ASV に影響を与えるか調べるために、UBM 
(50:50), UBM (64:36), UBM (80:20)の UBMカーボン電極と GC電極を用いた。Cd2+と Pb2+の検量線を図
2-18 (1)と(2)に示す。また図 2-18 (1)と(2)から算出した検出下限と、繰り返し測定の結果を表 2-4に示
す。すべてのカーボン電極において 0～50 ppbの範囲で重金属の濃度と電流値に直線関係が得られた。
電極中の sp3結合が増加するに従い、Cd2+と Pb2+の検量線の傾き(感度)は減少した。UBM (80:20)と比較
すると、UBM (50:50)を用いた Cd2+、Pb2+の検量線の感度は、それぞれ 73%、75%も減少した。この結
果は、2-7-1でも示した通り、sp3結合が増加することによってグラファイト構造に由来するエッジ面が
減少したため、感度が減少したと考えられる。しかしながら、sp3結合が増加すると感度は減少する
が、UBM (50:50) は他のカーボン電極よりも低い検出下限を示した(Cd2+: 0.25 ppb, Pb2+: 1.0 ppb) (表 2-
4)。感度が減少するのに、検出下限が向上する原因を突き止めるために、それぞれの電極におけるシグ
ナルとノイズの比較を行った。図 2-18 (3)と(4)に sp3/ (sp2+sp3)に対する各金属濃度が 50 ppb のシグナル
電流値とノイズ電流の関係を示す。また表 2-5にそれぞれの電極の感度、ノイズ電流、S/N 比を示す。
電極中の sp3結合が増えるに従い、シグナル電流もノイズ電流も減少することが分かった。UBM 
(80:20)と比較すると UBM (50:50) を用いた Cd2+、Pb2+のシグナル電流は、それぞれ 4および 6倍も減










極が最も Cd2+と Pb2+の測定に適していることが分かった。また、従来から使用されている GC電極と
比較しても、検出下限を約 1桁向上し、繰り返し性も向上している。また表 2-4で示すように、従来法








図 2-17 検量線 (1) Cd2+ in acetate (pH 5.0) and (2) Pb2+ in citrate (pH 2.0) ●UBM (50:50), ▲ UBM(64:36), ■ 
UBM (80:20) and □; GC 電極 (100:0). エラーバーは、繰り返し測定の三回の標準偏差を示す。(3) と 





表 2-4 様々な UBMナノカーボン薄膜と GC電極の ASV 結果と従来法である AAS と ICP-MS における
検出下限と繰り返し性の比較 
 
  ASV method (sp2:sp3)a 








Cd2+ 検出下限 /ppb 1.0 0.50 0.50 0.25 0.1 0.003 
繰り返し性 / %b 31.0 25.6 8.9 4.6 < 5 % 3.2 % 
Pb2+ 検出下限 /ppb 5.0 5.0 1.0 1.0 0.5 0.005 
繰り返し性 / %b 33.1 20.6 14.7 6.4 < 12 % 2.6 % 






表 2-5 様々な UBMナノカーボン薄膜と GC電極を用いた、Cd2+及び Pb2+の ASV 測定における感度、
BG 電流、ノイズ電流、50 ppbにおける S/N 
 Cd2+ Pb2+ 

















(A cm-2 (ppb)-1) 
10.5 7.4 3.8 2.0 7.1 4.6 2.0 0.71 
ノイズ電流 
(nA cm-2) 
317 170 80 22 710 512 151 73 
BG 電流 
 (A cm-2)  
26.4 21.4 9.1 7.2 7.3 6.7 6.9 5.9 
S/N 比 
(×103 at 50 ppb) 












れ、0.25 ppb及び 1.0 ppbであった。従来方法と比較すると AASとほぼ同等の検出下限と安定性を達成
できた。また、WHO の飲料水の基準値(Cd: 3 ppb、Pb: 10 ppb)も担保できる検出下限を達成できた。 
また sp3結合を多く含んだ炭素電極は、表面が酸化されにくく電気化学分析に用いた際に繰り返し安
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国土交通省によると、平成 22年における日本の水使用(取水量ベース)は、約 809億 m3/年、生活用水












































は、絶え間なく OH ラジカルを供給する必要がある。その点、生物学的処理とは、図 3-2に示すように、
工場排水の有機物を微生物に処理させる方法がある。微生物による分解方法は、効率よく短時間に処理
でき一般的に使用されている。公共用水域の水質汚濁に係る環境基準のうち生活環境の保全に関する環
境基準が定められている。その有機汚染の指標の一つとして、生物学的酸素要求量 (Biochemical Oxygen 
Demand: BOD) が用いられる。BOD は、水中の有機物が微生物によって分解されるとき、必要とされる
酸素量を換算した量のことである。この BOD の基準値から工場排水に含まれている有機物の濃度を見
積もった。BOD の排出基準は 160 mg/Lであり、排水中に含まれる有機物の濃度は超えないと仮定し、
EDTA とグルコースをモデルに算出した。1 mol の EDTA (C10H16N2O8 : 292.25)を微生物で CO2、NO2、
H2O まで分解するに必要な O2は 24 mo1 である。そのため基準値である BOD 160 mg/Lは 0.022 mmol/L





























ている[2]。図 3-3 (左) のように、水銀ランプから発する 185 nmの紫外線を試料に効率よく照射する光反
応装置を用いる方法である[3]。この光照射により OH ラジカルを生成させる。OH ラジカルは極めて酸
化力が高く、酸化試薬の代わりに用いる事で有機物の分解が可能である。一例として、アルコールがヒ





























や Pb2+の ASV 測定には影響しないと考えた。また、Fe(OH)3の溶解度は 0.01 ppb以下になるため、Feの
影響も無視できると考えた。しかしながら、Cu(OH)2 の溶解度積から算出すると、処理後の水中に存在
する Cu2+の濃度は、11 ppb であり、Cd2+や Pb2+の ASV 測定に影響がでると考えた。以上述べてきた背
景により、排水中の ASV 法の重金属の定量において、銅イオンが含まれると想定し、その濃度は、10 
ppb 程度であり、過剰に見積もっても 100 ppbを処理できれば良いと考えた。 
 
表 3-1金属硫化物の溶解度積[4]と溶解度 
硫化物 Ksp 溶解度(ppb) 
CdS 8.0×10-27 0.001> 
CuS 6.3×10-36 0.001> 
FeS 6.3×10-18 0.1 
PbS 8.0×10-28 0.001> 







表 3-2各 金属水酸化物の溶解度積[4]と溶解度 
水酸化物 Ksp 溶解度(ppb) 備考 
Al(OH)3 1.3×10-33 0.10 
電極電位が 
卑な金属 
Ca(OH)2 5.5×10-6 440000 
Mg(OH)2 5.6×10-12 2700 
Fe(OH)3 2.8×10-38 0.01 溶解度が低い 
Cd(OH)2 7.2×10-15 1400 測定対象 
Pb(OH)2 1.4×10-20 32 測定対象 









として、フェロシアン化カリウム[7] 、シアン化物[8] を含む多くの化合物が提案されてきた[7] [8]。しかし
ながらこれらの試薬は毒性があり、試薬を添加する必要がある。 




































































図 3-5-1 Chelex 100の構造  


















有機物の UV 処理による分解は、産業技術総合研究所 環境部門の中里哲也博士に依頼した。UV処理
装置は、図 3-3 に示すように石英官と水銀ランプから構成されている[2] [3]。 ポンプを用いて試料溶液








銅イオンの除去には、Chelex 100を用いて行った。0.5gのキレックス樹脂 (Chelex 100、200–400 dry 
mesh, Bio-Rad Laboratories) をEcono Column (cross sectional area 1.77 cm2) に充填した。樹脂を使用する
前に、約5 mLの0.1 M HClで樹脂を洗浄し、その後0.1 M acetate buffer pH 2.0 (Cd2+の場合) または0.1 M 
citrate buffer pH 2.0 (Pb2+の場合)でコンディショニングを行った。その後、9.0 ml のUV処理した溶液に
1.0 mlの1.0 M acetate buffer (pH 2.0) or 1.0 M citrate buffer (pH 2.0)を添加し、それぞれ最終濃度 0.1M 
(pH2.0)を作成した。その後、溶液をキレックスカラムに0.4 mL min−1で通過させる。鉛の分析の場合
は、そのままASV測定を行った。カドミウムの場合、ASVを行う前に最適なpHにするために、1.0 mL 

















3-8 で実試料サンプルでも測定できるように、より簡便なシステムに適した前処理法として UV 照射
装置とキレックス樹脂を選定した。この選定した前処理システムを用いて、実試料に模したサンプルで
その効果の検証を行った。図 3-7 (a)と(b) に 0.1 mM EDTAと 100 ppbの Cu2+存在下における、前処理前
後の 50 ppb (A) Cd2+と(B) Pb2+のボルタモグラムを示す。前処理をする前は、カドミウムと鉛のピークは
両方とも検出する事ができなかった (100 ppb Cu2+ と 0.1 mM EDTA 存在下：灰色線)。紫外線照射処理
を行うと、EDTA はほとんど分解され、それぞれの金属と銅イオンの合金に由来する複数のピークが検
出された。(100 ppb Cu2+ と 0.1 mM EDTA 存在下：黒破線) カドミウムの場合、純粋な Cd2+、Cd2+と Cu2+
のアロイ、純粋な Cu2+の三つのピークが検出された。鉛の場合、純粋な鉛のピークは検出されなかった。
この濃度では、鉛はすべて銅との合金を形成できるが、Cd2+はすべて形成されなかった事が原因である
と考えている。紫外線とキレックスカラム処理後 (100 ppb Cu2+ と 0.1 mM EDTA存在下: 赤線) 、Cd2+
も Pb2+のピークもほぼ完全に回復した。前処理を行うと検出下限は減少した (Cd2+: 0.25→1.0 ppb、Pb2+: 
1.0→10 ppb)。検出下限は、妨害物質が無い場合より も悪くなるが、溶液中に 0.1 mM EDTA と 100 ppb 
の銅が存在しても、前処理をすることで工場排水の基準値(Cd2+: 30 ppb、Pb2+:100 ppb) を達成すること
ができた。   
検出下限が悪くなった原因を突き止めるために、それぞれ前処理の除去効率を調査した。図 3-8に、
0.1mM EDTA とターゲットイオン(Cd2+または Pb2+)を含む溶液を紫外処理する前後の(A) Cd2+と(B) Pb2+
の検量線を示す。紫外線で処理する前は、EDTAが残存するため 0から 50 ppbの範囲で Cd2+及び Pb2+
の酸化ピークが得られないのに対し、紫外線を照射すると酸化ピークが回復した。感度、繰り返し
性、検出下限を比較すると、EDTA が存在しない場合とほぼ同じ結果を得る事ができた。また紫外線処
理後の分解物による ASVの妨害がほぼ無い事も分かった。また図 3-7 (C) に EDTA濃度に対する 10 
ppb Cd2+の ASV電流値の関係を示す。EDTA の濃度が 0.05 M以上になると ASV におけるカドミウム
の酸化ピークが減少し始めた。それゆえ、EDTAの分解効率は 99.9 %以上分解除去できている事が分
かった。 
一方、図 3-9に、100 ppb Cu2+とターゲットイオン(Cd2+または Pb2+)を含む溶液を chelex カラム処理の
前後の(A) Cd2+と(B) Pb2+の検量線を示す。キレックス処理を行うと、感度 (検量線の傾き) が 10%減少
し、検出下限も約 1桁 (Cd：0.25→1.0 ppb、Pb：1.0→10 ppb) 悪くなった。キレックス処理を使用する
と感度と検出下限が減少した理由について考察した。図 3-5-2が示すように pH 2.0 条件下において、
Cd2+あるいは Pb2+において多少、親和性を持っている事を示す。そのため、chelexカラムに Cd2+も Pb2+
イオンもある程度吸着してしまう事がわかった。そのため感度が減少し低濃度の分析ができなくなっ
た事が分かった。しかしながら、キレックスカラムを使用することで、検出下限は悪くなるが、溶液













図 3-7 (a) Cd2+と(b) Pb2+のアノーディックストリッピングボルタモグラム 
 
黒線：50 ppb (Cu2+と EDTA 存在しない)  
黒破線：紫外線処理後(100 ppb Cu2+ と 0.1 mM EDTA 存在下)  
赤：紫外線とキレックスカラム処理後(100 ppb Cu2+ と 0.1 mM EDTA存在下)  







図 3-8 (A) Cd2+と(B) Pb2+ 紫外線処理による Cd2+と Pb2+の酸化電流の関係と 
● EDTAなし、○0.1 mM EDTA あり(紫外線処理後)、▲ 0.1 mM EDTA あり(紫外線処理前)  
























図 3-9 キレックス 100による Cd2+と Pb2+の酸化電流の関係( (A) Cd2+、(B) Pb2+ ) 
● Cu2+なし、○100 ppb Cu2+ あり(chelex-100処理後)、▲ with 100 ppb Cu2+ (chelex-100処理前) 
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感受性物質に影響を及ぼし、遺伝子発現が不活性化されることが明らかになっている。図 4-1の (上) 
に示すように、メチルシトシンは、シトシンがメチル化した塩基である。このメチルシトシンは、遺








































4-3 どのメチルシトシンを測定べきか? (Global methylation と Local methylation)  
 
メチルシトシンの測定方法は、Global methylation を検出する場合と Local methylation する場合に大
きく分けられる。(図 4-2) Global methylation は、ゲノム全体に存在するメチルシトシンの総量を測定す
る方法である。一方 Local methylation は特定配列 (ピンポイント) のメチルシトシンを検出する方法で
ある。実際、化学物質などの刺激によってシトシンがメチル化されるのはゲノム全体ではなく、特定


























4-4 バイサルファイト法以外の Local methylation を測定する方法 
 













































   
 
















ている。[27] Sato and Takenakaらは、フェロセン化ナフタレンジミドを挿入剤に利用した電気化学的ハイ
ブリダイゼーションアッセイを報告している[28]。また Katoらは、電子サイクロトロン共鳴 (ECR) スパ









COBRA (COmbined Bisulfite Restriction Analysis)法の手法を取り入れることが有用であると考えた。






































表 4-1既報論文における電気化学的な DNA メチル化解析の利点と欠点 
 
著者 測定法 利点 欠点 







Hou et al [27] 
Methylation-sensitive restriction  








Kato et al [29-30] 
Direct oxidation detection with  




































































・DNAポリメラーゼ (Ex Taq、TaKaRa Bio 製) 
・デオキシリボヌクレオチド三リン酸 (dNTP、TaKaRa Bio 製) 
・λDNA (TaKaRa Bio 製) 
・ダルベッコリン酸緩衝溶 pH7.4 (Sigma Aldrich 製) 
・CpGメチルトランスフェラーゼ (New England Biolabs製) 
・制限酵素 HpyCH4IV (New England Biolabs) 
・HCL (関東化学製) 
・尿素 (ナカライテクス製) 
・0.2 mol/L緩衝酢酸溶液 pH 5.0 (ナカライテクス製) 
・ビオチン (和光純薬製) 
・Q-dot 605ストレプトアビジン・コンジュゲート(Life Technologies製) 
・ストレプトアビジン固定マイクロプレート (住友ベークライト製) 
・すべての実験で超純水(Milli-Q)を使用した。 




4-6-2 PCR  
λDNA (1µg) は、付属反応緩衝液 (20µl) との S-アデノシルメチオニン (80µl) を添加して 4U の CpG
メチルトランスフェラーゼ、2 時間、37 度の条件で反応させた。その後、Agilent DNA 1000 キットと
Agilent 2100 バイオアナライザを使用し電気泳動で確認した。本検出法に使用する二つの洗浄溶液を調
整した。一つは、洗浄溶液として 0.05% (v/v)の Tween 20を含む PBS緩衝溶液を使用し、もう一つはイ












4-6-4ゲノム DNA の前処理(バイサルファイト処理、PCR、制限酵素処理) 
 
バイサルファイト処理は市販キット(Tanaka-Bio社のMethylEasy Xceed、キット品番GR004)を使用し、
メーカーのマニュアルに従って行なった。PCR増幅は、20 pgのバイサルファイト処理済み DNA、1×Tkara 
Ex Tag 緩衝液、2.5 mMのMgCl2、0.20 mMの dNTP ミックス、1 mMのフォワード(Oligo1) /リバースプ
ライマー (Oligo2) 、1.25 Uの DNAポリメラーゼで構成された 50 μLサンプルで行った。PCRの増幅条
件は、変性サイクル(94℃、30秒、30回)、アニーリング (55℃で 30秒) 、エロンゲーション(72℃で 30
秒) をサーマルサイクラー(TP600) で行った。プライマーは図 4-8に示すように λDNA から 253-bp PCR
産物を生成するよう設計した。表 4-2 に、フォワードプライマー (Oligo 1)、リバースプライマー (Oligo 
2)の配列を示す。なおフォワードプライマーの 5末端はビオチン化しているため、その PCR 産物のフォ
ワード側だけをビオチン化しているため、尿素処理することで PCR 産物の片側だけストレプトアビジ
ン表面で捕獲できるように設計した。図 4-8に示すように PCR 産物の濃度は Agilent 2100 バイオアナラ
イザによって確認した。100 nM の PCR 産物を 10 U の制限酵素 HpyCH4IV で処理する事で、メチルシ



















Oligo 1 Forward primer 5’-(biotin)-GTGATTTATTGAATTTGTAG-3’ 
Oligo 2 Reverse primer 5’-ATAACCTCTTCCAACCAACA -3’ 



























図 4-9 のように電気化学法で分析した。ストレプトアビジンプレートの各ウェルに 100 μL の
HpyCH4IV 処理 PCR 産物を反応し、室温で 0.5 時間置いた。余分な PCR 産物は、洗浄用緩衝液で 3 回
プレートをすすいで除去した。次に、200 μL の 8 M 尿素を加え、37℃で 0.5 時間置き PCR 産物を変性
させフォワード側の PCR産物だけをプレート上に回収し、200 μLの 1 mg/mlビオチンを加えて 37℃で
0.5 時間置きプレート上の、過剰ビオチン認識部位をブロックした。洗浄用緩衝液で 3 回プレートをす
すいだ後、50 μLの 50 nMビオチン化検出プローブ DNA (Oligo3)を加え、37℃で 0.5時間反応させた。
洗浄後、50 μL の 25 nM ストレプトアビジン標識ナノ粒子を各ウェルに加えて 37℃で 1 時間反応させ
た。図 4-8に示すように、ナノ粒子標識付け後のメチル化 DNA或いは非メチル化 DNA の略図を示して
いる。メチル化 DNAの PCR産物には、1箇所の HpyCH4IV の切断認識部位があるため、ビオチン化検
出プローブ(Oligo 3)でハイブリダイゼーションする配列は無くなる。一方、非メチル化 DNA には切断認
識部位がないため、検出プローブは PCR産物とのハイブリダイゼーションが可能であり、その結果とし
て、カドミウム含有ナノ粒子が結合する。洗浄後、100 μLの 1 M HClを加えてナノ粒子からカドミウム
イオンを溶解し、4.8 mlの 0.1 M緩衝酢酸溶液 (pH 5.0) および 100 μLの 1 M NaOHに混ぜて ASV測定














HpyCH4IV 処理 PCR 産物を PBS で希釈した後、1 µL の希釈 PCR 産物をメーカーマニュアルに従って
Agilent 2100バイオアナライザで分析した。PCR プロダクトの長さは 253-bpであるが、HpyCH4IV で処
理すると 5’-ACGT-3’部位で PCR 産物の真ん中の 2 つの断片に消化する。4-6-4 の図 4-8 に示すように、









図 4-10 に、本方法を λDNA で行い得られたボルタモグラムの結果を示す ((a)メチル化した λDNA、
(b)非メチル化 λDNA)。 図 4-10 (a) のメチル化 DNA にはカドミウム由来のピークは得られなかった。 
これは 5’-ACGT-3’部位を認識し切断する制限酵素(HpyCH4IV)によるものである。標的シトシンがメチ
ル化すると、PCR 産物には HpyCH4IV のバイサルファイト変換した PCR 産物の配列には、1 箇所の切
断部位があるためである。従って、ナノ粒子標識付けのためのビオチン化検出プローブ(Oligp 3)ではハ
イブリダイゼーションは生じない。対照的に、標的シトシン(非メチル化)の場合、バイサルファイト変
換した PCR 産物の配列に切断部位はない。これは、シトシンがウラシルに変換され、ウラシルは PCR
のチミンに変換されるためである。 
図 11 (a)に、本方法のナノカーボン電極で得られたメチル化・非メチル化ラムダ DNA の各種濃度の検
量線を示している。ASVピーク電流と非メチル化ラムダ DNA由来の PCR産物の関係は、0～10 nMま
での間で直線関係が見られた。一方、メチル化ラムダ DNA由来の PCR 産物ではシグナルは検出されな
かった。このことは、幅広い濃度範囲でメチル化シトシン部位が HpyCH4IV によって効果的に切断され
た事を示している。カドミウムのナノ粒子は、蛍光性の粒子でもあるので、酸で溶解する前に蛍光測定






極を使用して得られた検出限界は 0.5 nMであり、蛍光測定法の 2.5 nMと比較して低かった。この結果
は、最も広く使用されている手法である電気泳動測定の結果 (2 nM) よりも優れていた。これは、本研
究の 2 章で、ASV 測定におけるナノカーボンの sp2/sp3 比の効果を調査し、環境分析でのカドミウムイ















(a)                              (b) 
 
 
図 4-10 本方法で得られたボルタモグラム 







図 4-11 メチル化および非メチル化DNAの検量線 














検出下限 0.5 nM 2.5 nM 2 nM 
ダイナミックレンジ(nM) 0.5-10 2.5 - 30 2-50 









DNA を作成し、メチル化率を計測した。図 4-12 に示すように、電気泳動で標準試料の確認したものを
使用した。 
本方法における、各メチル化比のボルタモグラムを図 4-13 に示す。また、図 4-14 にメチル化率と電
流値の関係を示す。●は制限酵素処理を行った結果、○はポジティブコントロールとして制限酵素未処理










ノカーボン電極を使用して得られた検出限界 (0.5 nM) は、蛍光測定 (2.5 nM) よりも低かった。さらに、
DNA メチル化の電気化学的検出法には高いコストパフォーマンス、低消費電力、小型化の容易さといっ
た固有の利点がある。将来的に様々な場所での活用という観点から、これらは重要な要素であると言え
























































表 4-4 λDNAと PCR 産物の関係 
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を示した。測定溶液の組成や pH等の Cd2+と Pb2+の測定条件の最適化を行った後、カーボン薄膜中の
sp2/sp3比が感度、ノイズ、検出限界に及ぼす影響を明らかにした。その結果、sp3結合が 50% 複合した
カーボン薄膜が Cd2+と Pb2+の分析に最も適していることを明らかにした。得られた検出限界は、従来
電極と比較すると、１桁低い検出下限であり、 (検出下限 Cd2+: 0.25 ppb、Pb: 1.0 ppb) 、WHO 飲料水








(EDTA、銅イオン) が存在しても、低い検出下限 (検出下限 Cd2+: 1 ppb、Pb: 10 ppb) ができ、排出基準 













極を使用して得られた単一のメチルシトシンの検出限界は 0.5 nM であり、蛍光測定法の検出限界であ
る 2.5 nM よりも低かった。更に、その結果は最も広く使用されている手法である電気泳動測定の結果 
(2 nM) よりも優れていた。これは、第 2章で行った ASV 測定におけるカーボン電極中の sp2/sp3比の最
 68 
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